English Abstract 

Colloidal volume substitute from Hvdroxyethyl Starch and Hemoglobin, thus Hydroxyethyl. 
Starch draws with Hemoglobin is stroma coupled. 
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P a 1; e n t a n sp rtiche ; 



Kolloidales Volumenersatzmittel aus Hvdroxyathyl- 
starke und HHmoglobin , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB HydroxyathylstHrke rait. F&moglo- 
bin stromafrei gekoppelt 1st. 

Volumenersatzmittel nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kydroxynthylsfcarke einen Anteil von 
mindestens 90 % taylopectin-Hydralysat aufweist . 

Volumenersatzmittel nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennaeichnet , daft die HydroxyathylstSirke eine Eigen- 
viskositat von 0,05 - 0,30 dl/g bei 25°C aufweist. 

Volurp.anersatzmittsi nach einem der Ansprache 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB die HydroxyHthylstarke 
einen .Sthersubstitutionsgrad bis zu 0,90 Hydroxy a thy 1- 
gruppen oro Starkemolekfil aufweist. 

Volumenersatzmittel nach einem der Ansprttche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, da 8 die Hydroxy-ithylstarke 
ein Molekulargewicht von 50.000 bis 700.000 unci 
ein teilchengem.itte.ltes Molekuiargewicht 3 von 20.000 
bis 100,000 aufweist,, 

Voiiimenersatzmittel nach einem der Ansprliche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daS der fithylenglyko lan tail 
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der Hydroxy" thy 1 starke weniger als 0,5 Gewichtsteile 
ivthylenglykol au* 100 Telle nodifizierte Starke be- 
tr=igt . 

7 . Volumenersatzmittel nach eirteip. der Anspriiche 1 bis 6 , 
dadurch gekennzeichnet, das das Hamoglobin aus frischen. 
Humanblut frei von Antigenen, Sellhestandteilen und 
Pyrogenen hergestellt 1st. 

8. Verfahren zur I-Ierstellung eines Volumenersatzmittels 
nach einer. der Ansprttche 1 bis 1 , dadurch gekennzeich- 
net, da.<3 die Kydroxyathylstarke rait Hilfe eines Ver- 
ne tzungsreagenzes .nit Hamoglobin stroraafrei gekoppelt 
vrird. 



9. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daa 
das Vernetzungsreagenz Bromcyan , Diisocyanat , ein 
Sucainiinidderivat , Halogenessigsaurederivat. , Carbon- 
siiureacid oder dergleichen 1st, 



10. Verfahren zur Herstellung einer infusionsiosimg auf der 
Basis eines Volumenersatsmittels nach einem der Anspriiche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet , dafi Hydroxy athyl-Hamo- 
globin-Vernetzungsprodukte in Losung gebracht werden/ 
wobei die Losung steril isotonisch und isoonkotisch ist. 
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Kolloidales Volumnersatzmittel aus 
KydroxySthylstarke und Hamoglobin 



Die Erfindung bezieht sich auf kolloidale Volumenersatz- 
irdttel aus Hydroxys thy IstSrke und Hamoglobin und deren Eer- 
stellun'fsverf ahren . 

Blut- imd Plasmaverluste bis zu ca, 1 f 5 Liter nach Ver- 
letzungen , Operationen and internen Erkrankungen lassen 
sich heutsutage durch Infusion kolloidaler Voluraenersatis™ 
mittel (s„3. Gelatine, Dextrane, Hydroxyathylstarke) aus- 
gleichen. Diese Kolloide tierischen bzw. pflanzlichen Ur~ 
sprungs dienen dabei der Aufrechterhaltung eines kolloid- 
osmotischen (onkotischen) Druckes und einer physiologischen 
*7asserbindung, welche im Blut im wesentlichen durch Human- 
aibuxp.in geregelt werden. 
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tJbersteigt der Blut- oder Plasxttaverlust 1500 ml, so 
reicht die verbleibende Erythrocytes ahl fttr einen 
adaguaten Sauers toff transport nicht aus, so daB Zellen^ 
Gewebe unci Organe nicht ausreichend mit Sauers toff ver- 
sorgt werden. In solchen Fallen muSte Vollblut tibertra- 
gen werden, ein Vorgehen, welches trotz sorgfSltiger 
Spend erauswahl mit Risiken behaftet 1st. Jnsbesondere 
treten folgende Nachteile aufs 

a) Gruppengleicb.es Blut, insbesondere seltenere Gruppen, 
wie Eh negativ, AB oder B ( kann nicht unbegrenst be- 
reitgestellt werden. 

b) Mit jedem Blutpraparat (Vollblut ebenso w±e Blutbestand- 
teile) werden korper fr erode Substanzen zugefuhrt, die 
eine Immunisierung bewirken und sine sp&tere lebens~ 
rettende Bluttransfusion durch anaphylaktlsche Zwischen- 
fHlle gefahrden k5nnen. 

c) Nach Vollbluttransfusionen unter Anwendung anderer 
Blutpraparate kann es zu einer Hepatitis komen, Wel- 
ch© oft zu einer lebenslangen Belastung des Patlenten 
fiihrt, 

d} Blutplattchen und weiBe Blutkorperchen sind nur wenige 
Tags lebensfahig und eine Aggregatbildung zugrunde ge.~ 
gangener gellen erf order t die Anwendung von Mikrofil- 
tern bel Bluttransfusionen, urn Verstopfungen im Mikro™ 
kaplllarenbereich von Lunge, Gehizm und Her 2 55 u ver~ 
meiden. • 
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ej Vollblut und Blutbestandteile slnd wegen der erfor- 
derlichen Sicherheitsmaflnahmen und der kurzen Ver- 
wendbarkeit relativ kostsplelig. 

5>u den PrSparaten, welche im Hinblick au£ eine 0 2 ~tragende 
Funktion im tierischen Organismus seit Jahren getestet 
werden, gehSren die Fluorkohlenwasserstof f-Emulsionen 
und stromafrele HSmoglohlnlBsungen* 

Der klinische Einsatz vollsynthetischer Fluorcarbon- 
emulslonen (Clark und Geyer, Triangel, JM, 4, 115 (1973) 
ist bisher nicht moglich. Eximlsionsstabilitat -und quan- 
titative Ausscheidung der korperf reraden Fluorkohlenwas- 
serstof fe und der Eraulgatoren sind ungeloste Probleme. 

Auch der klinische Einsatz zellfreier HSmoglobinlQsun- 
gen, welche von Rabiner (J. Exp. Med. 126, , 1127 (1967) 
vorgeschlagen und von zahlreichen Forschern in Suropa 
weiterentwickelt wurden, konnte bisher nicht realisiert 
werden, da diese PrMparate nierentoxische Wirkung, Extra- 
vasationen und Gerinnungsstorungen zeigten. 

Selbst die quantitative Beseitigung samtlicher 2ell£rag~ 
manfce durch Relihan (Ann, Surg. 17 6, 700 (1972) als nach- 
gewiesene Ursache nephrotoxischer wirkungen von stroma- 
freien HamoglobinMsungen verhalf der Hamoglobinl5sung 
nicht zvix klinischea Anwendung*. da die Varwaildauer im 
Kreislauf fiir sine adequate Volumenwirknng zu kurz ist, 

Der Erfindung liegt die Aufgabe sugrunde^ ein kolloidales 
Voluaenersatzmittel mit sauerstof ftragender Wirkung zu 
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schaffen. Die Volumenwirkung soli dabei nach AusmaB 
und Bauer vorwahlbar sein, und die O^-tragende Wir- 
kung soil die Wirkung einer Vollbluttrans fusion haben. 

Die LSsung der gestellfcen Aufgabe dureh die Erfindung 
besteht darin, daS das bew&hrfce kolloidale Volumener- 
satsmittel Hydroxyathylstarke mit Haptoglobin stroma- 
frei fiber chemische. Vernetzungsverbindungen gekoppelt 
wird , wie ira folgenden an eineia Beispiel demonstriert 
wirds 



HydroxyathvIstMrke 
HlkS) 



Vernetzungsmittel 
(Bromcyan) 



HXS-Cyan-Derivat 



Hamoglobin gellfrai 
{= HGB} 



IffiS-C-HGB 



bsw. cheinisch forauliexts 



H&S--— OH 



Br-CN 



-HBr 



HSS— — O-CsN 



■h HjN— - HGB 



+ H 2 0 



~ NH. 



H]£s~-~-o-C-------HN--~-HGB 
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Ganz entsprechend lassen sich auch andere Vernetzungsrea- 
genzisn einsetsen, wie z.B. Diisocyanat, Succinimidderivate, 
Kalcgenessigsaurederivate f Carbonsaureasside und an&ere Ver~ 
net zungsreagenzien . 

Die Hydroxyathylstarke weist vorteilhaft einen Anteil von 
mindestens 90 % Aiaylopectin-Hydrolysat , eine Eigenviskosi- 
tat von 0,05 - 0,30 dl/g bed 25 C, einen Jithersubstitutions- 
grad von 0,00 bis 0,90 Hydro xyathylgruppen pro Starkemole- 
kill, ein gewichtsgemitteltes Molekulargewicht H w von 50.000 
bis 700,000, ein teilchengeraitteltes Molekulargewicht von 
20,000 bis 100.000 und einen Sthylenglykolanteii von weniger 
als 0,5 Gewichtsteilen iithylenglykol auf 100 Telle modifl- 
s;ier te Starke auf. 



Das stromafreie Hamoglobln wird vorteilhaft aus frischem 
Humanhlut frei von Antigenen, Sellbestandteilan und Pyro- 
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genen lyophilisiert hergestellt . 

Die mit der Erfindung erzielten Vortelle bestehen ins- 
besondere darin, daS die kurze Kreislaufverweildauer 
das Hamoglobins durch VerknClpfung mit flSS gezielt ver- 
langert wird. Sie last sich durch die Art der Vernetzung ? 
Vernetzungsgrad und durch Molekulargewlchtsverteilung 
und Suhstitutionsgrad der gewahiten HydraxyathylstHrke 
variieren. Somit ergibt sich die M5glichkelt f H&S/HGB- 
Praparate mit unterschiedlicher Volumenwirkung nach Aus- 
ma6 und Dauer herzustellen, also z.B, ein Praparat mit 
6 h mit tierer Volumenverweildauer {d.h. SO 4 des infun- 
dierten Volumens sind nach 6 h noch 1m Kreislauf nach- 
weisbar) Oder ein anderes Praparat mit 2 h mittlerer Ver~ 
weildauer (d.h. 50 % des infundierten Volumens sind nach 
2 h noch im Kreislauf nachweisbar) ♦ Weiterhln wird die 
Hydroxyathylsttrke durch die Bindung des Hamoglobins zum 
0 2 ~ und C0 2 ~TrSger. 

Die Bindungsfestigkeit des Sauerstoffes laBt sich durch 
Vernetsungsart und Verne tzungsgr ad variieren. Wei tare 
Vortelle des erf indungsgemaBen Volureenersatgmittels be- 
stehen darin, daB es keine Hepatitis Oder andere Krank- 
heiten ubertragt, blutgruppenunabhHngig einsetzbar f in 
groBen Mengen deflniert herstellbar,, fiber einen langen 
Zaitraum lagerfahig und daher uberali verfiigbar und 
rasch einsetzbar 1st. Sum anderen kann dieses Ersatz- 
mittel mit niedriger Viskositaf als Kiikrosirkulatorisch 
aktive Losung fiir DurchblutungsstSrungen gefertigt war- 
den. 
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Die Herstellung und Verwendung des erfindungsgemSfien 
Volurrtenarsatzaiitteis 1st iia nachstahanden durch sin 
Beispiel erlautert: 

Hers tel lungaba ispiel ; 

Eine Losung von 1 g Bromcyan in 10 ml Dioxan wird bei 
pH 3,0 in eine waBrige Losung von 5 g H&5 unter Ruhren 
und Eisktihlung zugatropft, wobei ein pH von 9,0 durch 
Auto titration rait NaOH 6 n aufreehterhalten wird. Hach 
einsttindigem Ruhren unter Eiskiihlung wird durch Sugabe 
der Sfachen Mange Aceton das Hydroxyathylstarke-Cyan- 
Derivat ausgefallt, zentrifugiert und mlt Aceton und 
Eiswasser gewasohen. AnschlieBend wird es bei 4°C in 
Phosphatpuf fer (pH 7,3} ge!5st, 5 ml einer zellfreien 
H&moglobinlosung (10 mg/ml) zugegeben und 24 h unter 
Lichfcabschlufi gerUhrt . AnschlieBend wird die Losung 
durch ein 0,2 Mikronfilter sterilfiltriert und in ste~ 
rilen lichtgeschtttzten Flaschen Mini gelagert. 

Hydroxyathylstarke/HMmogiobin-Vernetzungsprodukte dieser 
Art iassen sich durch entsprechende sterile Verdtinnung 
auf isotamische und isoonkotische Verhaltnisse bringen 
und kdnnen nach erfolgreicher chemlscher, biologischer 
und Partikelkontrolle als kolloidale Voiumenersatssxaittel 
mit sauerstofftragender Wirkung eingesetsst werden. 

Dies laBt sich im Tlerexperiment stellvertretend demon™ 
strieren, wie vereinfacht beschrieben wirds 



109844/0064 



4q 



2616088 



Zwergschweine rait einem Korpergewicht unter 20 kg warden 
unter Narkose und konstanter Beatmung rait einem definier- 
ten Luft/C^-Gemisch in 10 rrsin Abstanden arteriell ent- 
blutet (10 ml/kg) , gleichzeitig wird H&S/HGB~L5sung mit 
vergleictibarem Hamoglobingehalt intravenos durch Druck- 
infusion zugefiihrt. 

Die Auf rechterhaltung eines normalen Blutvolumens und 
physiologischer art.erie.Ller und zentralvenOser 0 2 -Spannun~ 
gen dienen als Beleg* da8 Volumenwirkunq und sauerstoff- 
tragende Wirkung entsnrechend dam eingesetsten HS.S/HGB- 
Praparat bis zu sinsn Biufcersata von 50 % und daruber 
hinaus mSglich ist. 

Eine laufende tlberwachung der hMmodynamischen Parameter 
Herzseitvoiumen, Fulmonalisdruck , linker Vorhofdruck, 
peripherer Widerstand und direkter Biutdruck sowie der 
Nierenausscheidung und Ilethamoglobin erraSglichen eine 
weitere Wirkungskontrolle der verschiedenen einsetsba- 
ren K&S/HGB-Praparate. 

Hydroxyathylstarfce/Hamogiobin-Vernetsungsprodukte lassen 
sich fiir die verschiedenen Anwendungsbereiche von Bluter- 
satzmittaln soiait aus definierten Ausgangsprodukten und 
deshalb mit raafigeschneiderter Volumen/Oxygen-Wirkung her- 
stelien. 

Die O^-Transportkapazitat ISBt. sich dabei durch die Wahl 
der Vernetzungsreagenzien und des vernstzungsgradas vari™ 
ieren* da Hamoglobin in beliebigem Verhaltnis mlt Hits ge~ 
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koppeit werden kann. Die Kreislaufverweildauer unci der 
Voluraenef fekt 1st vorherstirtmbar durch die Wahl des je- 
weils eingesetzten K&S-Praparates . 

Ais inogliche Einsatzbereiche koranen in Frage: 

a) Ersats von Blut- xmd Plasmaverlusten, v?elche 
1,5 Liter iiherschreiten (bei Unf alien, Opera- 
tionen und Erkrankungen; 

b} Vorfiillung der Herz-Lungen-Maschine bei Herz- 
operationen, 

c) Cardiophlegische Losung, 

d) Perfusion von Transplantaten , 

e) Rheologisch wirksame Ldsungen nit hyperonkotischer 
Wirkung und garinger Viskositat. 

Beira Ersatz groSersr Blutveriuste durch BAS/HGE-Losungen 
1st eine uberwachung und Korrektur des Gerinnuncrs- und 
Immunsystems durch Substitution geeigneter Fraktionen 
er f order lich. 
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